
国立研究開発法人産業技術総合研究所・バイオメディカル研究部門・主任研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６２６

挑戦的萌芽研究

2017～2016

Multi-step細胞融合による複合遺伝子回路の構築工法

Construction method for comlicated gene circuits by multi-step cell fusion

００６１３５４８研究者番号：

福田　展雄（Fukuda, Nobuo）

研究期間：

１６Ｋ１４４９７

平成 年 月 日現在３０   ４ ２６

円     2,200,000

研究成果の概要（和文）：合成生物学では、電子回路の集積手法をヒントとして、遺伝子パーツにより構成され
る回路を組み上げて複合化することにより、高度な生命機能を創出することを目指している。本研究では、ある
機能単位を有する酵母細胞を細胞融合（接合）させることにより、各酵母が有する遺伝子パーツを段階的に統合
する技術基盤を確立することに成功した。本技術は学術研究に利用される一般的な実験室酵母に広く適用するこ
とが可能であるため、遺伝子バンク等に存在する豊富なリソースを大いに活用することが可能となる。

研究成果の概要（英文）：Synthetic biology aims to create advanced vital functions by combining 
circuits composed of genetic parts as well as integration methods of electronic circuits to form 
complexes. In this study, we succeeded in establishing a technology for stepwise integration of 
genetic parts by cell fusion (mating) of yeast cells having certain functional units. Since this 
technology can be widely applied to general laboratory yeasts used for academic research, it is 
possible to make full use of abundant resources existing in gene banks and the like.

研究分野：微生物工学
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１．研究開始当初の背景 

合成生物学では、電子回路の集積手法をヒ
ントとして、遺伝子パーツにより構成される
回路を組み上げて複合化することにより、高
度な生命機能を創出することを目指してい
る。しかしながら情報工学に基づく合理的な
遺伝子回路の設計は現時点では未だ不完全
である。そのため構築した細胞の表現型を確
認して不十分であれば、問題点を明確化した
うえで設計に立ち戻り改良する必要がある。
この試行錯誤のサイクルは非常に緩慢であ
り、とくに細胞の構築プロセスには多くの時
間、費用および労力を要する。 
出芽酵母 Saccharomyces cerevisiaeは、最
も理解された生命システムの１つであり、数
多くの有用化合物の生産に利用されてきた。
有性生殖に基づく酵母株の創製・改良方法で
は、各親株から一部の遺伝情報が継承される
ことで、次世代には多様な特性を有する酵母
細胞群が生み出される可能性がある。ところ
が、次世代の各細胞に注目すれば、親株から
継承できずに失われる配列情報が必ず存在
し、望みの表現型を有する酵母株を合理的に
創製することは困難であった。一方、プロト
プラスト融合を用いた多倍体の創製法では、
一過的には両親株の遺伝情報を全て統合す
ることが可能であるが、そのゲノム安定性に
は大きな問題がある。以上のように、とりわ
け細胞の構築において、合成生物学が目指す
合理的な生命機能を創出するための技術基
盤の整備には改善の余地があった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、接合型遺伝子座特異的エンド
ヌクレアーゼ Ho を用いた多倍体酵母の創製
法を確立することで、ある機能単位を有する
酵母細胞を遺伝子パーツのベクターと見な
し、それらを統合する技術を開発することを
目的とした。細胞融合（接合）により、各酵
母が有する遺伝子パーツを段階的に統合す
る技術基盤を確立することで、遺伝子回路構
築の効率化、ならびに各段階における酵母の
表現型の確認を容易化することが可能とな
る。そこで当該技術の有効性を検証・評価す
ることを本課題における達成目標とした。 
 
３．研究の方法 

酵母の接合型遺伝子には a型と α型が存在
し、有性生殖の一環として a型と α型の酵母
が融合して a/α型の酵母を形成する。酵母の
細胞内で Ho を発現すると双方向の接合型変
換が生じるが、S288C株由来の実験室酵母は
一塩基変異を有しており、a型から α型への
変換が殆ど発生しない。すなわち、a/α 型酵
母に Ho を発現させれば、全ての接合遺伝子
座が a型となった酵母のみを得ることができ、
これを α型酵母と融合することで多倍体化が
可能となる。さらに得られた酵母に Ho を発
現させることで、再び a型酵母を生み出すこ

とができる。すなわち図 1に示すように、異
なる遺伝子パーツを有する α型酵母を細胞融
合により統合することで、遺伝子回路を構築
していくことが可能となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究において、緑色ならびに赤色蛍光タ
ンパク質、転写活性化因子を遺伝子パーツの
モデルとして用い、これらを発現する α型の
一倍体酵母を創製した（図 2）。さらに α型か
ら a型への接合型変換を行うため、HO遺伝
子の発現ベクターを構築した。当該発現ベク
ターを導入することで、創製した一倍体酵母
を段階的に統合していき、各段階における酵
母細胞の蛍光特性を評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 

まず創製した一倍体酵母に関して、蛍光特
性の評価を実施した（図 3）。それぞれ糖成分
のみを変更した SD 培地（グルコース：図 3
シアン）、SR培地（ラフィノース：図 3イエ
ロー）、SGR培地（ガラクトースおよびラフ
ィノース：図 3マゼンタ）を用いて各酵母を
培養した結果、使用したプロモーター配列の
特性に応じた蛍光発現が観察された。BG-2c
株は、恒常的に GAL1プロモーター（PGAL1）
を活性化する Gal3cを発現する酵母であるが、
蛍光タンパク質の遺伝子を保有しないため、

 
図 1 接合を用いた多倍体酵母創製の概要 

 

図 2 接合に用いる一倍体酵母の創製 



いずれの培地を用いて培養しても蛍光が観
察されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
つづいて、HO 遺伝子発現ベクターを用い
て、図 1に示す手順により、BE-2株と BU-2p
株を接合させ、二倍体酵母 BEU-3L株を創製
した。さらに BEU-3L株と BG-2c株を接合さ
せることで、三倍体酵母 BEUG-4L を創製し
た。得られた二倍体および三倍体酵母と、接
合に用いた一倍体酵母の蛍光発現特性を、緑
色蛍光強度（Y 軸）と赤色蛍光強度（X軸）
で構成される 2次元プロットにより表現する
ことで、遺伝子パーツの統合に関する可否の
判定を実施した（図 4）。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

BEU-3L 株では、統合した遺伝子パーツが
独立して機能するため、SGR培地（ガラクト
ース）中で赤色蛍光を発現する特性（BE-2
株由来）と、全ての培地中で緑色蛍光を発現
する特性（BU-2p 株由来）を併有していた。
また BEUG-4L 株は、全ての培地中で PGAL1

を活性化する Gal3cを発現する特性（BG-2c
株由来）が追加されたことで、ガラクトース
を含まない SR培地（ラフィノース）中でも
赤色蛍光を発現することが可能となった。一
方、同じくガラクトースを含まない SD培地
（グルコース）中では赤色蛍光を発現しない
ことが確認された。これは培地中に存在する
グルコースによって、PGAL1 に対する不活性
化が強く働いた結果であると考察すること
ができる。SD 培地で培養した場合において
も、酵母細胞内で Gal3cが発現していること
は、多コピー型プラスミドを用いた検証実験
により確認している（図 5）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5において赤色破線は、酵母細胞の自家
蛍光の水準を示しており、多コピー型遺伝子
（緑色蛍光）を用いて増幅することで、SD
培地においても検出可能な緑色蛍光の発現
が確認された。すなわち SD培地で培養した
BEUG-4L株においても、同様に Gal3cが発現
しているが、培地から供給されるグルコース
との量的関係において、赤色蛍光の発現が抑
制されていると示唆される。したがって
Gal3c の発現量を著しく向上した場合には、
同培地においても赤色蛍光が発現すると予
想される。 
以上のように、本研究では接合型変換およ
び多段階の接合から構成される多倍体酵母
の創製手法を確立することに成功した。本技
術は学術研究に利用される一般的な実験室
酵母に広く適用することが可能であるため、
遺伝子バンク等に存在する豊富なリソース
を大いに活用することができる。また酵母細

 
図 3 一倍体酵母の蛍光発現特性 

 
図 4 蛍光発現特性の確認 

 
図 5  Gal3cによる多コピー型PGAL1の活性化 



胞をベクターとした遺伝子パーツの統合は、
上述のように各段階で表現型を確認して進
めることが可能であるため、望みの表現型を
有する多倍体酵母の創製が容易となり、酵母
細胞を用いた合成生物学研究の発展に貢献
できると期待する。 
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